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MEDI DE CULTIU DEL BACIL DIFTERIC
per
M. ARMANGUE R. ALBI
La ciencia bacteriologica, en el seu avenc constant,
ha vist complicar extraordinariament la seva tecnica.
La troballa successiva de nous germens patogenics, de
llurs propietats bioquimiques, de llurs afinitats colorants
i exigencies culturals, junt amb la subdivisi6 en races
de la majoria dels germens per diferencies serologiques
i fermentatives que permeten de reconeixer els diversos
tipus, tot ha contribuit a complicar la tecnica bacterio-
logica, apartant-la de la relativa senzillesa d'abans, per
obtenir dades mes precises en l'estudi i diagnostic dels
agents etiologics de les malalties infeccioses.
Un dels punts mes importants i que mereixen mes
atenci6 es el que es refereix als medis de cultiu dels
germens. La utilitzaci6 de quatre o sis medis de cultiu
per al desenrotllament de totes les especies microbianes
conegudes, cosa que es venia fent en els primers temps
de la bacteriologia, era un greu inconvenient, ja que, si
be en els susdits medis ordinaris creixen luxuriosament
molts germens, altres ' ho fan tan debilment, que llur
cultiu es sumament pesat, aixo a part que el de molts
altres fracassi completament.
Per millorar els resultats s'ha afavorit el creixement
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dels germens per mitja d'una adaptacio exacta de la
reaccio del medi al germen destinat, a benefici del roig
de fenol i mitjancant l'addicio de determinades subs-
tancies (sucres, hemoglobina, etc.) que, si be en casos
determinats milloren els cultius, en altres poc o cap
benefici se n'obte, a part de 1'efecte que especialment
produeixen els sucres de disminuir el temps de vitalitat
dels germens.
Una nova i fructifera via es 1'empresa en aquests
ultims anys de preparar els medic de cultiu segons les
afinitats de les batteries per a determinats teixits. Aixi
el Micrococcus Melitensis. Aquest cultiu, debil i tardy en
els medis ordinaris, es millorava poc amb la recomanada
addicio de nutrosa o de glicerina. Creix amb molta
facilitat i abundantment sobre agar-placenta, i el mateix
podem dir del gonococ en 1'agar-testicle, que utilitzen
especialment els tecnics americans, els _ quals obtenen
cultius luxuriants. Veiem, doncs, que els germens fa-
cilment cultivables beneficien dels medis ordinaris; pero
en cada un dels altres es precis indagar fins a trobar
el medi que, amb certa llibertat d'expressio, podrfem
anomenar especific. Seguint aquesta via, adaptant a
cada germen el seu medi, s'arriba a una complicacio
gran de la tecnica dels cultius pels multiples medis que
el bacteridleg ha d'emprar : mes, encara, si la prepara-
cio d'aquests es pesada. Tot alld que sigui fer mes sen-
zilla llur preparacio es facilitar el treball del bacteridleg,
que hi perd gran part del seu temps.
El bacil difteric, per la importancia que to en pa-
tologia humana, es un dels germens les conditions de
cultiu del qual han estat mes estudiades i a favor de
les quals s'han proposat mes mitjans. Entre els liquids,
el brou Martin, a base d'autolitzat d'estomac de porc,
es el preferit correntment en la preparacio de la toxina.
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En aquest brou, degudament alcalinitzat, el germen es
multiplica rapidament, conservant be la seva vitalitat,
i mostra el maxim poder toxigen. Quant als medis
solids, son destinats a dos fins : a obtenir el germen
isolat dels seus associats en les falses membranes, o a
obtenir facilment gran quantitat de cossos bacil•lars
sense toxina. Per al primer fi (diagnostic rapid de dif-
teria) s'utilitza universalment el serum de brou recollit
esterilment, afegit a un i per ioo de glucosa tindalitzat
i coagulat en tubs inclinats. Is, en gran manera, el
millor medi per a aquest. fi : en 9 a i8 hores s'obtenen
colonies del germen, acompanyat no rarament de colo-
nies de microbis associats, especialment el neumococ i
1'estreptococ, que, si be es distingeixen facilment per
llur cultiu debil puntiforme, no es cert que comencin a
germinar molt mes tardanament, com taut s'ha dit.
Aquest retard es cert quan es tracta d'altres microorga-
nismes, com per exemple 1'estafilococ i el tetragen. El
serum de bou ha estat substitult per alguns autors per
serum de cavall, i tambe per clara d'ou (Sakaroff); i,
si be ha dat bons resultats, no pot substituir a aquell
amb avantatge.
Amb tot, el serum es de preparaci6 mes pesada del
que sembla a primera vista. Abans de tot, l'obtencio
aseptica de la sang obliga a la majoria dels bacteriolegs
a traslladar-se a 1'escorxador. Si es vol obtenir sang
sense precaucions d'asepsia, pot fer-se filtrant despres
el serum amb ajuda de 1'aparell de Miquel, o efectuant
una tindalitzacio rigorosa durant uns quants dies. La
tindalitzacio i coagulacio del serum, tant 1'obtingut asep-
ticament com el que ho ha estat sense aquesta condi-
cio, requereixen estufes especials, temps i atenci6. El
serum es resseca quelcom, i, malgrat tot, no es pot evitar
que alguns tubs s'alterin o infectin.
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Els bacils difterics ja repicats de temps en medis
de cultiu artificials, arriben a adaptar-se a ells i germi-
nen en major abundancia que en esser isolats de 1'orga-
nisme, ja que fins germinen en agar-peptonat ordinari.
blalgrat aixo, no s'aconsegueix obtenir cultius luxuriants,
cremosos, que donin una gran quantitat de cossos ba-
cil.lars.
Tant per a l'isolament del bacil difteric com per al
seu cultiu intensiu, s'han proposat infinitat de medis
destinats a substituir, amb millors resultats o mes facil
preparacio, el serum de bou. A part dels ja citats
(serum equf, clara d'ou), anomenarem dagar-llet (en el
qual apareixen formes involutives que dificulten el diag-
ndstic), el medi de Rankin (serum-glucosa-roig neutre-
sulfocianat potassic), els dos de Peryola (agar-telurit de
potassa-rovell d'ou o be serum-sal-telurit-rovell d'ou), el
de Sandel (clara d'ou-llet), dagar-ascitis, agar-glicerina,
els medis de Junrrain Smith, de Kantbach, de Hayward,
de Capaldi, etc., a base tots d'agar, sucres i liquids exu-
datius. Aquests medis, quant als resultats, no superen
ni tan sols igualen els del serum de bou glucosat, i son,
en general, d'una preparacio encara mes pesada que la
d'aquest.
Nosaltres, amb desigs de simplificar la preparacio
del serum de bou coagulat, varem fer proves per indagar
si el serum coagulat a temperatures mes elevades perdia
les seves bones propietats per la germinacio del bacil de
Klebs-Loeffler; i varem poder comprovar que era igual-
ment apte per al seu creixement. Coneguda aquesta
dada, i despres d'una Varga serie de proves, havem ar-
ribat a l'obtencio d'un medi la facilitat de preparacio
del qual permet de tenir-lo hest en pot temps i els bptims
resultats del qual ens indueixen a recomanar la seva
adaptacio.
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Es recull sang de bou sense precaucions d'ase'psia
rigorosa (cosa que permet d'enviar un subaltern a 1'es-
corxador), i, una vegada separat el serum, s'afegeixen
a cada 200 cm3 d'aquest io2 gr. de glicerina pura i
neutra, i es va afegint en petites proporcions sobre un
rovell d'ou de gallina (16 a i8 gr. de pes), barrejant-se
per batuda fins a tenir una barreja homogenia. Es
distribueix en tubs grans de cultiu el vidre dels quals
no contingui glom, es tapa amb coto, i es porten els tubs,
inclinats en la posicio adequada, a 80-85 gr., fins a coa-
gulacio. Aquesta es pot accelerar augmentant la tem-
peratura, peril curosament; car si la temperatura fos
massa alta es formarien bombolles que alterarien la llisor
del medi. Una vegada obtinguda la coagulacio, es porten
els tubs a 1'autoclau, 1'aixeta de la qual sera tancada
aixi que en surti vapor; car si, al contrari, hom espera que
en surti un fort raig, s'alterara tambe la superficie del
medi. Llavors es mante io minuts a 1/4 d'atmosfera.
Despres, tancat el gas, deixarem refredar espontaniament
l'autoclau fins a menys de zoo gr., i podrem treure els
tubs ja llestos per a llur us. Es tindra preparat el medi
en z hora o i hora i mitja. Es opac, amb una superfi-
cie ferma, brillant, humida, de color crema clar, i al
fons del tub queda una mica d'aigua de condensacio.
Els tubs parafinats podran guardar-se indefinidament.
Sobre aquest medi, isolarnent del bacil de Klebs-Loeffler
s'aconsegueix, en alguns casos, fins en 6-9 hores. Els
germens associats creixen igualment en el medi original,
i poden veure's especialment 1'estreptococ, les colonies
puntiformes que no aconsegueixen creixer mes i no im-
pedeixen la germinacio del difteric, del qual, demes, es
distingeixen facilment. Els bacils difterics repicats ja
diverses vegades en el laboratori sobre el nostre medi,
produeixen un cultiu rapid que arriba, en uns 4 dies,
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a donar una capa espessa, cremosa, de bacils, d'incom-
parable valor per a obtenir cossos bacil-lars en gran
quantitat.
Els avantatges del medi que proposem son abans
de tot una preparacio Ekil. Ultra el serum, sols es
necessita glicerina neutra i rovell d'ou; coses, totes dues,
que es troben a ma de tothom en qualsevol moment.
En menys de 2 hores es to Rest en el cas d'haver-se de
preparar. Se suprimeixen la pesada manipulacio asep-
tica de la sang i del serum, i les llargues tindalitzacions
amb llurs inconvenients, entre els quals hi ha 1'exces-
siva deshidratacio i dessecacio del serum; i, finalment,
1'esterilitzaci6 a l'autoclau evita la perdua d'uns quants
tubs, sempre inevitable, en preparar el medi classic,
per contaminacions accidentals. Per les mateixes raons
podem facilment preparar a 1'acte, en cas d'urgencia, el
susdit medi substituint el serum de bou pel de cavall,
en la forma que segueix. En cada un de dos o tres tubs
es Posen io cm3 d'un serum terapeutic de cavall (normal
antitetanic, antipastos) que no contingui antiseptics con-
servadors, tal com els preparen els laboratoris del nostre
pals. S'afegeixen a cada tub dues gotes de glicerina i
unes i8 de rovell debatut. Es barreja be el contingut
dels tubs, els quals son sotmesos a coagulacio i esteri-
litzacio en la forma dita. En efectuar aquesta ultima
operacio, s'aprofitara, si havem d'efectuar el diagnostic
d'una falsa membrana, per a esterilitzar el tub que conte
el portacoto que ha de servir en 1'extracci6 del material
septic. De totes maneres recomanem utilitzar el serum
de bou sempre que sigui possible, i solament servir-se
del de cavall en el cas de no disposar del primer.
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